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［摘要］ 目的 探讨姜黄素对人食管癌 EC9706 细胞凋亡的诱导作用，热休克蛋白 70 ( HSP70 ) 在肿瘤细胞凋
亡过程中在核基质上的变化及其与凋亡调控相关蛋 白 的 关 系。 方 法 用 细 胞 计 数 和 流 式 细 胞 仪 检 测 姜 黄 素 对
人食管癌 EC9706 细胞的增殖抑制作用，以光学显微镜和透射电镜观察姜黄素诱导人食管癌 EC9706 细胞凋亡前后
的细胞结构变化，琼脂糖凝胶电泳观察人食管癌 EC9706 细胞凋亡前后的 DNA 结构变化。双向凝胶电泳和质谱鉴
定分析 HSP70 在核基 质 中 的 存 在 与 变 化; 并 以 Western blotting 进 行 确 证; 激 光 扫 描 共 焦 显 微 镜 观 察 HSP70 在
EC9706 细胞凋亡过程中的定位及其与 Bax、Bcl-2 等基 因 产 物 的 共 定 位 关 系。 结 果 姜 黄 素 能 显 著 抑 制 人 食 管
癌 EC9706 细胞增殖并诱导人食管癌 EC9706 细胞凋亡，双向凝胶电泳、质谱鉴定和结果发现并证实，HSP70 在姜黄
素处理前后的 EC9706 细胞核基质蛋白中 的 存 在 及 其 表 达 下 调 变 化。激 光 扫 描 共 焦 显 微 镜 观 察 结 果 显 示，HSP70
在 EC9706 细胞凋亡过程中与 Bax、Bcl-2 等基因产物具有共定位关系，且其共定位区域发生了变化。 结论 姜黄
素对人食管癌 EC9706 细胞具有显著的凋亡诱导作用; HSP70 作为一种新发现的核基质蛋白，在姜黄素诱导人食管
癌 EC9706 凋亡过程中的表达与分布发生了显著变化。HSP70 与凋亡相关基 因 的 关 系 对 EC9706 细 胞 凋 亡 具 有 重
要影响。
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Changes in expression and localization of heat shock protein
70 during curcumin-induced apoptisis of human
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［Abstract］ Objective To investigate the effect of curcumin on human esophageal cancer EC9706 cells and explore
the role of heat shock protein( HSP70 ) in cell apoptosis by examining changes in the nuclear matrix and its relationship with
apoptosis-related proteins． Methods Cell counting and flow cytometry were performed to probe the inhibitory effect of
curcumin on cellular proliferation． Transmission electron microscopy and optical microscopy were used to observe the
structural changes in EC9706 cells before and after apoptosis． Agarose gel electrophoresis was conducted to investigate the
DNA structure of EC9706 cells before and after apoptosis． Two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis ( 2-D
PAGE) and mass spectrometry ( MS ) analysis were performed to investigate the presence and changes of HSP70 in the
nuclear matrix of EC9706 cells before and after curcumin treatment，which was further corroborated by Western blotting
assay． Laser confocal scanning microscopy was used to observe the colocalization of HSP70 with Bax and Bcl-2 during
apoptosis． Results The results indicated that curcumin could markedly inhibited EC9706 cell proliferation and finally
induced apoptosis． Data from 2-D PAGE，MS，and Western blotting showed that HSP70 was involved in the nuclear matrix
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proteins and expression of HSP70 was downregulated after curcumin treatment． Laser confocal microscopy showed that
HSP70 colocalized with Bax and Bcl-2，and the colocalized regions were altered by the curcumin treatment． Conclusion
Our work proves that curcumin could definitely induce EC9706 cells into apoptosis． As a new found nuclear matrix protein，
the expression and distribution of HSP70 are altered during the apoptosis of EC9706 cells． The colocalization of HSP70 with
apoptosis-related genes evidently affects the apoptosis of EC9706 cells．
［Key words］ Curcumin; Heat shock protein70 ; EC9706 cell; Esophageal cancer; Flow cytometry; Agarose gel
electrophoresis; Human





胞核和核仁 中［2］，但 其 定 位 和 转 运 机 制 尚 不 清 楚。
研究 发 现，HSP70 不 仅 在 恶 性 肿 瘤 细 胞，如 卵 巢
癌［3］、乳腺癌［4］、胃 癌［5］、肺 癌［6］、肝 癌［7］ 等 常 有 高
水平表达，显示其与肿瘤细胞增殖与癌变的重要关
系，同时 HSP70 与细胞凋亡也有密切关系，可能通
过基因调 节 以 及 免 疫 应 答 而 发 挥 抗 凋 亡 作 用［8，9］。
但有 研 究 报 道，HSP70 可 促 进 细 胞 毒 T 淋 巴 细 胞










姜黄素( curcumin) 是 从 姜 科、天 南 星 科 等 植 物 的 根




白组成变 化 时，发 现 HSP 存 在 于 细 胞 核 基 质 组 分
中，并在姜黄素处理前后的细胞中出现表达下调的







人食管 癌 EC9706 细 胞 购 自 中 国 科 学 院 细 胞
库，小鼠抗人 HSP70 抗 体 购 自 NeoMarkers 公 司，异
硫氯酸荧光素( FITC ) 标记的 山 羊 抗 兔 IgG、四 甲 基
异硫氰酸罗丹明( TRITC) 标记的山羊抗小鼠 IgG、兔
抗人 Bax 抗体、兔抗人 Bcl-2 抗体购自 Santa Cruz 公




EC9706 细胞 培 养 于 RPMI-1640 培 养 液 中 ( 内
含 15% 热灭活小牛血清和 6mg /L 青霉素、100mg /L
链霉素 及 50mg /L 卡 那 霉 素，pH7. 2 ) ，于 37℃、5%
CO2 培 养 箱 中 培 养，姜 黄 素 用 二 甲 基 亚 砜 ( DMSO )
溶解，干 液 浓 度 为 10g /L，－ 20℃ 避 光 保 存，取 对 数
生长期的 EC9706 细胞进行消化传代，接种 24 h 更
换含 30 μmol /L 姜黄素的培养液 进 行 诱 导 处 理，连
续培 养 72h 后 收 集 细 胞 备 用。对 照 组 细 胞 相 应 扩
增，收集备用。
3. 细胞生长曲线
取对数生长期细胞，以 5 × 107 /L 细胞浓度接种
于 25ml 培养 瓶 中，每 组 12 瓶，共 24 瓶，接 种 24 h
后，对照组细胞 换 上 新 鲜 培 养 液，处 理 组 换 上 含 30
μmol /L 姜黄素的作 用 液，从 中 各 取 3 瓶 细 胞，锥 虫
蓝拒染法隔日( 1 ～ 7d) 进行活细胞计数，取其均值，




胞，并用 PBS 洗涤 3 次，细 胞 沉 淀 重 悬 于 70% 乙 醇
( 预冷) 中 固 定，－ 20℃ 过 夜。离 心 除 去 乙 醇，PBS
洗 涤 3 次，加 入 不 含 DNase 的 100mg /L RNaseA
37℃ 温育 30 min 以消化 RNA，加入 50mg /L 碘化丙
啶( PI) 4℃ 染色 30 min，200 目滤网过滤。用流式细




h 后更换新 鲜 培 养 液，处 理 组 换 上 含 30 μmol /L 姜
黄素的培养液继续培养处理 48h 。
5. 1 HE 染 色: 长 有 细 胞 的 玻 片 条 用 预 温 至 37℃
的 PBS 洗涤 3 次，Bouin-Hollande 液固定过夜，70%
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乙醇 洗 涤，常 规 苏 木 素-伊 红 ( HE ) 染 色，Olympus
BH-2 型光学显微镜下观察并摄片。
5. 2 Hoechst 染色: 长有细胞的盖玻片条，温 PBS 液
漂洗 3 次，4 % 多聚甲醛 ( pH 7. 2 ) 4℃ 固定 10min，
PBS 漂洗 3 次，滴 加 5g /L 的 Hoechst35258 荧 光 染
料，37℃ 避光孵育 10min，PBS 漂 洗 3 次，90% 甘 油
( 10% PBS) 封片。荧光显微镜( Olmpus BH-2 ) 下观
察并摄片。
5. 3 扫描电镜观察: 取分别长有对照组和经 8mg /L
姜黄素处 理 的 细 胞 盖 玻 片 条，温 PBS 漂 洗 3 次，每
次 2 ～ 3min，2% 戊 二 醛 于 4℃ 固 定 1h，PBS 漂 洗 3
次，每次 5min，用 1% 四氧化锇于 4℃ 固定 5 min，
并经 乙 醇 系 列 脱 水，丙 酮 浸 泡，乙 酸 异 戊 脂 置 换，
CO2 临 界 点 干 燥 后，于 XL30 扫 描 电 子 显 微 镜 下 观
察。
5. 4 透射电 镜 样 品 制 备 与 观 察: 取 对 数 生 长 期 细
胞，接种于一批 50ml 培养瓶中，接种 24h 后，对照组
细胞换上新鲜培养液，处理组换上含 8mg /L 姜黄素
的作用 液，温 PBS 液 漂 洗，用 橡 皮 刮 刀 推 下 细 胞 移
入离心管中，1 500r /min 离心 10min，弃上清液。细
胞沉淀 用 2. 5% 戊 二 醛 4℃ 预 固 定 2h，PBS 漂 洗 3
次，1% 四氧化锇 4℃ 固定 2h，乙醇系列脱水，环氧树








( cytoskeleton，CSK ) 提 取 液 CSK100［10 mmol /L 哌
嗪-1，4-二 乙 磺 酸 ( PIPES ) ，300 mmol /L 蔗 糖，100
mmol /L NaCl，3 mmol /L MgCl2 ，1. 2 mmol /L 苯甲基
磺酰 氟 ( PMSF ) ，0. 5% TritonX-100) ］0℃ 放 置 10
min，1 500r /min 离心 5 min，去除上清液。加入细胞
骨架 提 取 液 CSK50 ( 10 mmol /L PIPES，300 mmol /L
蔗糖，50 mmol /L NaCl，3 mmol /L MgCl2 ，1. 2 mmol /L
PMSF) ，0. 5% Triton X-100 ) 洗涤 2 次，离心，去除上
清液。加入 3 × 105 IU /L DNaseⅠ( CSK50 配制) 消化
30 min，加入 1mol /L 硫酸铵至终浓度 0. 25mol /L，室
温孵育 15 min，1 500r /min 离 心 5 min，不 溶 性 沉 淀











提取差 异 表 达 的 蛋 白 质 点，经 漂 洗，脱 色，DTT
还原，碘乙酰胺烷基化，干燥，胶内酶解，肽段抽提与
浓缩等步骤后，通过 ReFlexTM III 型 MALDI-TOF 质
谱仪( Bruke 公司) 获取酶解蛋白的肽指纹( PMF) 数
据。数据经分析软件 Flex Analysis 2. 0 进行处理，消
除 误 差 与 污 染 峰。 最 后 在 MASCOT ( www．
matrixscience． com) 蛋 白 质 组 数 据 库 中 进 行 查 询 鉴
定。
10. Western blotting 检测
收集对照 组 和 处 理 组 细 胞，提 取 核 基 质 蛋 白。
蛋白样 品 以 15% SDS-PAGE 分 离 后 通 过 半 干 转 印
法转移至聚偏氟乙烯( PVDF) 膜上，4℃ ，3% 牛血清
清蛋白 ( BSA ) 封闭过夜; 然后加入按 1 ∶ 2 000 稀 释
的与鉴定蛋白相应的一抗作用液( 2 % BSA 配制) 室
温条 件 下 震 荡 孵 育 1. 5h，TBST 洗 膜 3 次，每 次
10min; 加入 按 1 ∶ 4 000 稀 释 的 HRP 标 记 的 相 应 二
抗工作 液 ( 2 % BSA 配 制 ) ，室 温 条 件 下 震 荡 孵 育
1. 5h，TBST 洗膜 3 次，每次 10min; 增强型化学发光
试剂( ECL) 显色观察。以 β-actin 做内参。
11. 激光扫描共焦显微镜样品的制备与观察
取长有对照组 和 处 理 组 细 胞 的 玻 片，PBS 漂 洗
3 次，每次 5min; Karnovsky 溶液中固定 20 min，PBS
漂洗 3 次，每次 5min; 用 0. 5% Triton X -100 的透化
试剂( PBS 配制) 室温透膜 20min，PBS 漂洗 3 次，每
次 5min，5% BSA 室温封闭 1 h，以 3% BSA 配制一
抗作用液( HSP70 稀释 100 倍，Bax、Bcl-2、Fas 和 p53
各稀释 200 倍) ，设 置 抗 体 组 合: 鼠 抗 人 HSP70 /兔
抗人 Bax、鼠 抗 人 HSP70 /兔 抗 人 Bcl-2。各 加 40μl
相应一 抗 稀 释 液 至 玻 片 上，室 温 孵 育 30min，4℃ 孵
育过夜，PBS 漂 洗 3 次，每 次 5min。配 制 相 应 组 合
的荧光素标记二抗作用液 ( 羊抗鼠与羊抗兔二抗) ，
各取 30μl 二 抗 作 用 液 加 到 玻 片 上，室 温 避 光 孵 育
30min，4℃ 孵育 3h，漂洗。抗荧光淬灭剂封片。TCS-
SP2 MP 型 激 光 扫 描 共 焦 显 微 镜 观 察 结 果。以 3%




细胞生长曲 线 ( 图 1A ) 测 定 结 果 显 示，EC9706
细胞的增殖速度明显比处理组细胞快，当接种细胞
浓度为 5 × 107 /L 时，连续 计 数 至 第 7 天，细 胞 数 为
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9. 03 × 108 /L，是 原 来 的 18. 06 倍，其 倍 增 时 间 为
40. 23h。但经不同浓度的姜黄素处理后，EC9706 细
胞 生 长 状 态 分 别 受 到 不 同 程 度 的 抑 制，其 中
10μmol /L 姜 黄 素 处 理 7d 后，细 胞 计 数 结 果 为
4. 20 × 108 /L，是 原 来 的 8. 40 倍，倍 增 时 间 延 长 为
54. 74h，生长抑制率 为 53. 48%。20μmol /L 姜 黄 素
处理 7d 后，细 胞 计 数 结 果 为 2. 07 × 108 /L，是 原 来
的 4. 14 倍，倍 增 时 间 延 长 为 81. 95 h，抑 制 率 为
77. 11% 。30μmol /L 姜 黄 素 处 理 7d 后，细 胞 计 数
结果为 1. 46 × 108 /L，为原来的 2. 91 倍，倍增时间延
长为 108. 94h，抑制率高达 83. 88%。
图 1 姜黄素对 EC9706 细胞增殖的影响
A． 不同浓度的姜黄素对 EC9706 细胞增殖的影响。随着姜黄素浓度的增高，对细胞生长的抑制作用越来越显著;
B． 30μmol / L 浓度的姜黄素对 EC9706 细胞周期的影响。
Fig． 1 The effect of curcumin on the cellular proliferation of EC9706 cells
A，The effects of curcumin at different concentrations on the proliferation of EC9706 cells． The inhibition rates kept rising
along with increasing curcumin concentration; B，The effects of 30 μmol / L curcumin on the cell cycle of EC9706 cells
2. 细胞周期
流式细胞仪检测结果显示，经 30 μmol /L 的姜
黄素诱 导 处 理 后，人 食 管 癌 EC9706 细 胞 的 细 胞 周
期分布 出 现 明 显 的 变 化。测 定 结 果 显 示，对 照 组
EC9706 细胞 G0 /G1 期 细 胞 比 例 为 44. 57% ，S 期 细
胞 占 23. 85% ，G2 /M 期 细 胞 占 30. 06% ; 经 30
μmol /L 的姜黄素诱导处理之后，细胞周期出现明显
的凋亡峰，亚 G0 /G1 期 细 胞 比 例 高 达 20. 64% ，G0 /
G1 期细胞比例 上 升 为 50. 08% ，而 S 期、G2 /M 期 细
胞分别下降为 9. 62% ，19. 66% ( 表 1 ; 图 1B) 。
表 1 姜黄素对 EC9706 细胞周期的影响 ( % )
Table 1 The effect of 30 μmol /L curcumin on the cell cycle of
EC9706 cells ( % )
组别 /周期
group / phase
Sub-G1 G0 /G1 S G2 /M
对照( control) 1. 52 44. 57 23. 85 30. 06
处理组( treatment) 20. 64 50. 08 9. 62 19. 66
3. 姜黄素处理前后光镜与电镜观察结果




多达 3 ～ 5 个，大 且 深 染。细 胞 质 铺 展，HE 染 色 不
均匀，着色深浅不一。较常见癌巨细胞、多核细胞以
及多极分裂象细胞( 图 2A ) 。经 30 μmol /L 姜黄素




减少( 图 2B) 。
3. 2 Hochest 染色 结 果: Hoechst 染 色 结 果 显 示，对
照组 EC9706 细胞核结构完整，荧光呈弥散状，着色
较均匀( 图 2C ) 。经 30μmol /L 姜黄素处理后，细胞
核碎裂，染色质凝聚，出现浓染致密的固缩形态或颗
粒状荧光，荧光发光强度不均匀( 图 2D) 。
3. 3 扫描电镜观察: 全细胞扫描电镜结果显示，对
照组 EC9706 细 胞 较 铺 展，贴 壁 性 强，核 质 比 大，细
胞表面微绒毛多，遍布整个细胞外周，胞质外并有许




体从细胞表面分离，细胞逐渐裂解( 图 3B，3C) 。
3. 4 透射电镜观察: 超薄切片经透射电子显微镜观









网网 腔 扩 大; 可 见 体 积 小、数 目 多 的 凋 亡 小 体 ( 图
3E，3F) 。高倍 透 射 电 镜 观 察 选 择 性 抽 提 后 的 细 胞
核基质-核纤层-中间纤维系统( NM-L-IF) ，显示对照
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组 EC9706 细胞 的 核 基 质-核 纤 层-中 间 纤 维 系 统 的
连接紧密，而经姜黄素 处 理 后，EC9706 细 胞 的 核 基
质-核纤层-中间 纤 维 系 统 中 纤 维 丝 数 量 较 少，更 加
杂乱无章，核基质、中间纤维与核纤层连接也较对照
组稀疏，核基质纤维比对照组明显稀疏，且有断裂趋
势( 图 3G，3H，3I) 。
4. DNA 的琼脂糖凝胶电泳实验结果
经琼脂糖电泳显示，随着姜黄素处理时间的延
长，EC9706 细胞的 DNA 产生了 180 ～ 200bp 倍数级
左右的小分子 DNA 梯度条带 ( 图 4 ) 。表 明 姜 黄 素
处理的细胞 的 DNA 分子以核小体片段长度为单位
发生了断裂。这是细胞凋亡的典型特征之一。
图 3 扫描电镜与透射电镜观察姜黄素处理诱导 EC9706 细胞凋亡前后细胞超微结构变化。
A． 扫描电镜观察示对照组 EC9706 细胞形态。细胞形态铺展，细胞质、细胞核较明显，细胞贴壁性强，表面有许多微绒毛凸起。
B． 扫描电镜观察示经 8 mg /L 姜黄素处理 EC9706 细胞。细胞凋亡开始不久，细胞收缩变圆成球状，贴壁面积减小，细胞核隆起，细胞质体积缩
小，细胞表面微绒毛减少
C． 扫描电镜观察示经 8mg /L 姜黄素 处 理 EC9706 细 胞。凋 亡 进 入 后 期，有 较 多 的 凋 亡 小 体 凸 起 于 细 胞 表 面。D． 透 射 电 镜 观 察 示 对 照 组
EC9706 细胞超微结构。
E． 透射电镜观察示 8mg /L 姜黄素处理后的 EC9706 细胞超微结构，线粒体肿胀，染色质边聚化。标尺示 1μm
F． 透射电镜观察示 8mg /L 姜黄素处理后的 EC9706 细胞超微结构，出现致密核。标尺示 1μm
G． 对照组 EC9706 细胞核基质-核纤层-中间纤维系统透射电镜高倍观察结果，纤维丝致密、杂乱无章，核基质、中 间 纤 维 与 核 纤 层 连 接 比 较 紧
密。标尺示 0. 2μm
H． 姜黄素处理组 EC9706 细胞核基质-核纤层-中间纤维系统透射电镜高倍观察结果，纤维丝数量较少，更加杂乱无章，且 有 趋 于 断 裂 现 象，核
基质、中间纤维与核纤层连接也较对照组稀疏。标尺示 0. 5μm
I． 姜黄素处理组 EC9706 细胞核基质透射电镜观察结果，核基质纤维比对照组明显稀疏，且有断裂趋势。标尺示 0. 5μm
Fig． 3 The ultrastructural changes in EC9706 cells before and after curcumin treatment，observed by using scanning and transmission electron microscopy
( TEM) ．
A，Scanning electron micrograph showing the EC9706 cells in the control possessed strong adhesion through microvilli; B，Scanning electron micrograph
showing that after treatment with 8mg /L curcumin，the EC9706 cells shrink with little microvilli; C，Scanning electron micrograph showing many
apoptotic bodies after treatment with 8mg /L curcumin; D，Transmission electron micrograph showing the ultrastructure of EC9706 cells; E，Transmission
electron micrograph showing the ultrastructure of EC9706 cells treated with 8mg /L curcumin． Chromatin accumulated along the inner side of nucleus，Bar
= 1μm; F，Transmission electron micrograph showing the ultrastructure of EC9706 cells treated with 8mg /L curcumin，Bar = 1μm; G，The result of the
nuclear matrix-lamina-intermediate filament of the control group EC9706 cells under high-power TEM． Dense and disordered fibers are observed． The
nuclear matrix，the intermediate filament，and the lamina have tight conjunctions，Bar = 0. 2μm; H，The result of the nuclear matrix-lamina-intermediate
filament in the curcumin-treated EC9706 cells under high-power TEM． The fibers are fewer，more disordered，and are prone to breakage． The nuclear
matrix，the intermediate filament，and the lamina conjunction are sparser than those in the control group，Bar = 0. 5μm;
I，The result of the nuclear matrix of the curcumin-treated EC9706 cells observed under high-power TEM． Compared with the control group，the nuclear
matrix fibers are sparser and more prone to breakage，Bar = 0. 5μm
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图 4 EC9706 细胞 DNA 的琼脂糖电泳
泳道 M． DNA 分子量标准; 泳道 1． 对照组 EC9706 细胞电泳图;
泳道 2． 姜黄素处理 24h DNA 电 泳 图; 泳 道 3． 姜 黄 素 处 理 48h
DNA 电泳图; 泳道 4． 姜黄素处理 72h DNA 电泳图
Fig． 4 DNA agarose electrophoresis of EC9706 cells
M，DNA marker; Lane 1，Control group; Lane 2，Group treated with
curcumin for 24hours; Lane 3，Group treated with curcumin for 48
hours; Lane 4，Group treated with curcumin for 72 hours
图 5 EC9706 细胞核基质蛋白的双向凝胶电泳( 银染)
A． 姜黄素处理前后的 EC9706 细胞核基质蛋白的双向凝胶电泳图; B． 鉴定为 HSP70 的蛋白点放大图; C． HSP70 的相对表达水平变化。
Fig． 5 2-D PAGE gels of nuclear matrix proteins from EC9706 cells ( silver staining)
A，2-D PAGE gels of nuclear matrix proteins from EC9706 cells before and after curcumin treatment; B，Enlarged maps of changed expression of
HSP70 from EC9706 cells; C，Relative expression level of HSP70 in clear matrix
5. 双向电泳与凝胶图像分析结果
对照组 EC9706 细胞与姜黄素处理组细胞提取
的核基质蛋白双向电泳均重复 3 次 以 上，采 用 Bio-
Rad 公司的凝胶图像分析软件 PDQuest 8. 0 对采集
到的双向电泳图像进行定量分析。图 5A 中 的 L17
是鉴定为 HSP70 的蛋白质点; 图 5B 为 HSP70 的蛋
白质点局部放大图像; 图 5C 显示了 HSP70 的蛋 白
质点在处理前后细胞核基质上的表达量差异。
6. MALDI-TOF 质谱分析、数 据 库 检 索 及 Western
blotting 验证
差异表达的蛋 白 质 点 经 MALDI-TOF 质 谱 的 肽
指纹数据分析与数据库检索，鉴定差异表达的蛋白
质点 L17 为 HSP70 蛋白，其分子量及等电点理论值
与双向电泳实验观察结果基本相符( 表 2 ) 。
经 SDS-PAGE 电泳分离与半干式转膜方式将蛋




量附近有反应条带，显示抗体特异 性 好。HSP70 的
分子量 约 为 70kD，Western blotting 结 果 显 示，对 照
组中 HSP70 蛋白的表达水平较姜黄素处理组高，在
核基质蛋白 样 品 中 对 照 组 的 表 达 水 平 高 于 姜 黄 素
· 496· 解 剖 学 报 43 卷，4 期
表 2 蛋白质鉴定结果( MASCOT 数据库)















L17 HSP70 gi | 4529894 70760 5. 76 58 7
图 6 Western blotting 实 验 显 示，全 细 胞 和 核 基 质 蛋 白 组 分 中
HSP70 在姜黄素处理前后变化
Fig． 6 The results of Western blotting showing the expression of
HSP70 in the whole cell lysates and nuclear matrix lysates from
EC9706 cells
处理组( 图 6 ) 。
7． HSP70 与 凋 亡 相 关 基 因 表 达 产 物 在 人 食 管 癌
EC9706 细胞内的共定位关系
用鼠抗人 HSP70 抗体分别和兔抗人 Bcl-2、Bax
等特异 性 抗 体 配 对 组 合，对 EC9706 细 胞 进 行 双 重
免疫荧光染色，羊抗鼠二抗以红色荧光染料 CY3 标
记，羊抗兔二抗抗体以绿色荧光染料 FITC 标记，激
光扫描共焦 显 微 镜 观 察 HSP70 及 相 应 基 因 产 物 的
定位关系及其变化，两者共定位部位叠加后为黄色
或橙黄色( 图 7 ) 。
7. 1 HSP70 与 抑 凋 亡 基 因 bcl-2 表 达 产 物 在
EC9706 细胞内的共定位关系: 免疫荧光双标记观察
结果显示，在 人 食 管 癌 EC9706 细 胞 中，代 表 Bcl-2
的绿色荧光在整个细胞中都有分布，细胞质中靠近









( 图 7 ) 。
7. 2 HSP70 与促凋亡基因 bax 表达产物在 EC9706
细胞内的共定位关系: 免疫荧光双标记观察结果显
示，人食管癌 EC9706 细胞中，代表 Bax 的绿色荧光










示两者的共 定 位 区 域 主 要 位 于 核 周 及 细 胞 质 区 域
内，提示诱导处理后两者在细胞内的共定位区域有
向核质转移的趋势( 图 7 ) 。
讨 论




83. 88% ，细胞周 期 出 现 明 显 的 凋 亡 峰，亚 G0 /G1 期
细胞比 例 高 达 20. 64%。光 镜 与 电 镜 观 察 结 果 显












2. HSP70 在核 基 质 中 的 存 在 及 其 在 EC9706 细 胞
凋亡过程中的表达变化
研 究 表 明，HSP70 不 仅 在 多 种 恶 性 肿 瘤 细
胞［5 ～ 7］中有高水平表达，并通 过 基 因 调 节 以 及 免 疫
应答而发挥抗凋亡作用［8，9］。也有研究表明，HSP70
在调控肿瘤细胞凋亡时具有双向性，HSP70 在某些
条 件 下 还 具 有 促 肿 瘤 细 胞 凋 亡 的 作 用。Dressel
等［12］报道，用 鼠 HSP70 基 因 转 染 人 类 黑 色 素 瘤 细
胞后 HSP70 过表达，促进了 CTL 介导的肿瘤细胞凋
亡。因此，HSP70 对 于 肿 瘤 细 胞 的 作 用 十 分 复 杂，
有促进肿瘤细胞凋亡作用，也有抑制凋亡作用。
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图 2 光镜观察姜黄素处理前后 EC9706 细胞形态变化 标尺示 50μm
A. HE 染色显示 EC9706 细胞群体排列不规则，细胞呈多种不规则形态，核质比例大; B. 经姜黄素处理后的 EC9706 细胞形状变圆，体
积变小，核质比减小，核固缩、核凝聚现象增多，细胞核碎裂并出现浓染致密的固缩 形 态 或 颗 粒 等 典 型 的 凋 亡 特 征; C. Hochest 染 色 显
示 EC9706 细胞在荧光显微镜下细胞核完整，着色均匀，荧光成弥散状，比较黯淡; D. 经姜黄素处理后，细胞核发生明显的变化，出现月
牙状，发生裂解，染色质凝聚，并聚集到核内膜附近，着色不均匀，荧光比较明亮。
图 7 免疫荧光标记-激光扫描共焦显微镜观察显示，HSP70 与 Bcl-2 及 Bax 在 EC9706 细胞中的共定位关系 标尺示 30μm
A、B、C． 分别显示 Bcl-2 和 HSP70 在细胞中的定位 荧 光 及 荧 光 叠 加 情 况，共 定 位 荧 光 较 弱; D、E、F． 分 别 显 示 姜 黄 素 处 理 后 Bcl-2 和
HSP70 在细胞内分布情况与共定位关系，两者在核内具有较强的共定位荧光。G、H、I． 分别显示 Bax 和 HSP70 在 EC9706 细 胞 中 的 定
位荧光及荧光叠加情况，共定位荧光较强，分布于细胞核与胞质; J、K、L． 分别显示姜黄素处理后 Bax 和 HSP70 在 EC9706 细 胞 中 的 定
位及共定位荧光，共定位荧光减弱并分布于核内
Fig． 2 Morphological changes of the EC9706 cells before and after the curcumin treatment under the optical microscope Bar = 50μm
A，EC9706 cells in a variety of irregular shape with irregular cell groups and a large proportion of nucleus and cytoplasm，shown on haematoxylin-
and eosin-stained sections; B，After the treatment of curcumin，cell shrinkage，nuclear fragmentation，chromatin condensation，chromosomal
DNA fragmentation and other typtical characteristic of cell apoptosis; C，EC9706 cells display the integrity nucleus，even coloring，diffuse
fluorescence and compared dim under the fluorescence microscopy，shown on Hochest dyeing; D，After the treatment of curcumin，the nucleus
becomes crescent shape and fragmentation; the chromatin condenses and gathers near to the inner nuclear membrane with uneven coloration but
with a bright fluorescence．
Fig． 7 Immunofluorescence-laser confocal microscopy revealed the co-localization of HSP70 with Bcl-2 and Bax in EC9706 cells Bar = 30μm
A，B，C，The fluorescence of the co-localization of Bcl-2 with HSP70 is weak; D，E，F，The intracellular distribution and co-localization of Bcl-2
with HSP70 after curcumin treatment ． A strong co-localization is apparent in the nucleus; G，H，I，The co-localization of Bax with HSP70 is strong
in both the cytoplasm and the nucleus; J，K，L，The co-localization of Bax with HSP70 decreases and only distributes in the nucleus after the
treatment of curcumin．
· 498· 解 剖 学 报 43 卷，4 期
本实验双向凝胶电泳分析、质谱鉴定及 Western
blotting 实验 结 果 均 显 示，HSP70 存 在 于 人 食 管 癌
EC9706 细胞核基质组分中，并在姜黄素诱导处理后
细胞核基质 中 表 达 下 调。有 关 HSP70 在 肿 瘤 细 胞
凋亡中核基质上的变化目前未见报道。我们推测，
这可能与 HSP70 的抗凋亡功能有关，在细胞过度增
殖的时候，HSP70 维持细胞的生存。而经 姜 黄 素 处
理后 HSP70 的表 达 下 调，HSP70 对 EC9706 细 胞 的




HSP70 广泛分布于细胞核、细 胞 质 和 一 些 细 胞
器中，参 与 细 胞 生 命 活 动 的 重 要 过 程［13，14］，并 在 细
胞胁迫条 件 下 集 中 于 细 胞 核 内［2］。我 们 用 电 镜 观
察发现，EC9706 细 胞 的 核 基 质-中 间 纤 维 ( NM-IF )
系统在凋亡前后发生了显著的形态改变，出现了趋
于断裂解 体 的 凋 亡 特 征。双 向 电 泳 和 质 谱 结 果 显
示，HSP70 是核基质蛋白，在 EC9706 细胞凋亡后表
达下 调。Western blotting 实 验 证 实 了 这 一 结 果。
HSP70 蛋白在核基质组分中的存在及其在肿瘤细胞
凋亡中表达下调的变化，尚未见报道。核基质是细
胞核内 DNA 复制、转录和 RNA 合成、加工修饰的重
要场所，聚集着众多参与调控生命活动的重要功能
蛋白。HSP70 在 EC9706 细胞核基质中的存在及其
表达变化，提示其在肿瘤细胞增殖与凋亡过程中起
着重要作用。前人认为，HSP70 蛋白作为 分 子 伴 侣
在肿瘤细胞中的高表达增强了肿瘤细胞的抗凋亡能
力，使细胞 的 生 长 抑 制 效 应 和 死 亡 减 弱［15］。因 此，
姜黄素处理后 EC9706 细胞核基质组分中 HSP70 蛋
白表达 下 调 变 化，可 能 是 启 动 EC9706 细 胞 凋 亡 的
一个重要步骤。
3. HSP70 与凋亡相关基因产物的共定位关 系 及 其
在 EC9706 细胞凋亡过程中的变化
HSP70 以其特殊的分子伴侣 作 用，与 多 种 蛋 白
质形成复合体，参与有关蛋白质的折叠、组装、细胞
内运输 及 降 解 等 过 程，以 调 节 靶 蛋 白 的 活 性 和 功
能［16］。HSP70 是 肿 瘤 细 胞 生 存 所 必 需 的，表 达
HSP70 有助于 细 胞 的 生 存 和 增 殖［15］。大 量 研 究 认
为，HSP70 是抗凋亡蛋白。但也有研究表明，HSP 在
有些情 况 下 具 有 促 进 细 胞 凋 亡 的 作 用［17］，因 此，
HSP70 蛋白对细胞凋亡的调控作用具有双向性，其
调控细胞凋亡的机制尚有待阐明。
本实验 激 光 扫 描 共 焦 显 微 镜 观 察 结 果 显 示，
HSP70 与 Bcl-2 在细 胞 核 有 较 弱 的 共 定 位 荧 光，姜
黄素诱导处 理 后 共 定 位 荧 光 增 强，HSP70 与 Bcl-2
的共定位提示它们之间可能存在的相互作用关系。
Bcl-2 蛋白是目前研究的比较深入、广泛的凋亡调控
蛋白，能 阻 止 细 胞 凋 亡。目 前 尚 无 HSP70 与 Bcl-2




细胞中，HSP70 和 Bax 在细胞核及细胞质 中 有 共 定
位现象，经姜黄素处理后，细胞质中的共定位荧光减
弱，共定位荧光主要集中在细胞核中并减弱。提示
它们之间的相互作用发生了变化。HSP70 和 Bax 在
细胞内存在相互作用，可以引起 Bax 蛋白构象发生
变化，通过抑 制 c-Jun 氨 基 末 端 激 酶 ( JNK ) 介 导 的
Bcl-2 家 族 蛋 白 的 磷 酸 化 来 阻 止 细 胞 凋 亡。
Stankiewicz 等［18］研究表明，HSP70 阻断热诱导凋亡





细胞改变了 HSP70 与 Bax 之间的相互作用，从而诱
导了凋亡。HSP70 与 Bax 之间相互作用与变化的深
入研究，对于阐明肿瘤细胞凋亡诱导机制具有重要
的科学意义。
综上所述，HSP70 的 细 胞 定 位、表 达 水 平 及 其
与凋亡相关蛋白的共定位区域 在 人 食 管 癌 EC9706
细胞凋亡过程中均发生了明显的变化，说明 HSP70
可能作为姜黄素作用的靶向性蛋白，并通过与细胞
凋亡相关蛋 白 的 协 同 作 用，共 同 调 控 细 胞 的 凋 亡。
进一步研究 HSP70 在 核 基 质 上 的 功 能 及 其 与 凋 亡
相关基因表达产物的相互作用机制，对于揭示细胞
凋亡的调控机制具有重要意义。
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